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发现，USP4 可以与去乙酰基转移酶 HDAC2 结合。初步研究表明 USP4 可以去
泛素化并稳定 HDAC2。进一步的研究发现，USP4 通过 HDAC2 抑制 p53 的转录
活性及 NF-κB 信号通路。在本项申请中，我们将利用一系列的细胞、分子生物
学技术、实验动物模型以及临床组织样品，研究 USP4 去泛素化并稳定 HDAC2


















Histone deacetylases (HDACs) are major epigenetic modulators involved in a broad 
spectrum of human diseases including cancers. Since HDACs are promising targets 
of cancer therapy, it is important to understand the mechanisms of HDACs 
regulation. In this study, we show that ubiquitin-specific peptidase 4 (USP4) 
interacts directly with and deubiquitinates HDAC2, leading to the stabilization of 
HDAC2. Accumulation of HDAC2 in USP4-overexpression cells leads to 
compromised p53 acetylation as well as crippled p53 transcriptional activation, 
accumulation, and apoptotic response upon DNA damage. Moreover, USP4 targets 
HDAC2 to downregulate TNFα-induced NF-κB activation. Taken together, our 
study provides a novel insight into the ubiquitination and stability of HDAC2 and 
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1.2 去泛素化酶 USP4 
泛素特异性蛋白酶 4(USP4)由原癌基因 USP4 编码，也被称为 UnPEL 或者
Unph。作为去泛素化酶家族中的重要一员，USP4 最开始被报道能与肿瘤抑制因
子 pRb 及相关袋蛋白(pocket protein) p107、p130 结合[10,11]，以及能与 E3 泛素
连接酶 Ro52 结合暗示 USP4 与 Ro52 可能通过形成异二聚体经由泛素化/去泛素
化途径来调控彼此及其底物的新颖模式[12,13,14]。后来发现 USP4 还具有参与负
调控 Wnt 信号通路[15]，去泛素化腺苷受体 A2a 并调控其细胞表面分布水平[16]，
以及调控细胞周期等功能[17]。在一些肺癌细胞及其它人类癌细胞中也发现
USP4 高表达，暗示了其可能作为癌蛋白(oncoprotein)参与到对这些肿瘤细胞的调
控。而最近 Xinna Zhang 等在其研究中也揭示了这种可能性并报道 USP4 通过去















要的磷酸激酶)从而下调 TNFα 诱导的 NF-κB 的活化[19]。 
1.3 肿瘤抑制蛋白 p53 























由五种 Rel 蛋白包括 p65/Re1A，c-Rel，RelB，NF-κB1/p50 和 NF-κB/p52 组合而















Re1A，c-Rel，以及 RelB 拥有 C 末端的转录激活结构域 (TAD)，而 p50 和 p52
是没有的。另外，所有的 Rel 蛋白在其 N 端都有一个被称为 RHD (Rel homology 
domain) 的结构域，该结构域负责介导 Rel 蛋白的二聚化，与 DNA 的结合，核
定位以及与 NF-κB 的抑制因子 IκBs(inhibitor of NF-κB)的结合。IκBs 家族目前报
道有八个成员，这些分子在其 C 端都包含锚蛋白重复序列，而这是所有 IκBs 的
共有显著特征[30]。在未受刺激细胞中，NF-κB 与 IκBs 组成复合体而被锁定在细
胞质中，而一旦针对细胞刺激信号的出现 (如 TNFα、IL-1β)，相关许多细胞内
信号通路就被活化从而传递到 IKK 激酶复合体。IKK 激酶复合体最常见的形式
是由两个功能亚基 IKKα(IKKI)和 IKKβ(IKK2)以及一个调控亚基 IKK 下(也被称
为 NEMO，NF-κB essential modulator)组成。IKK 复合体一旦被激活，就会在特
定位点上对 IKBα 进行磷酸化修饰，而其中对 Ser-32 和 Ser-36 的磷酸化主要是由
IKKβ 来介导的。这种位点特异性的磷酸化修饰是对 NF-κB 后续修饰的前提，包
括 IκBα 的翻译后修饰以及 IκBα 的泛素化(介导 NF-κB inhibitor 的降解)，由此，
原本被锁定在胞质中的 NF-κB 的核定位信号被暴露释放出来从而使 NF-κB 能自
由进入核内调控相关基因的表达，最终导致诸如获得性免疫反应，炎症反应，细
胞凋亡等生物学效应的产生[29]。 





过抑制INPP5F 和GSK3β /APC 而调节β-连环蛋白降解，β-连环蛋白的降解可以
促进HDAC2 表达和肿瘤的发展[32]。HDAC2 可以通过表观遗传修饰来沉默促
凋亡蛋白的表达。例如半胱天冬酶-9 激活蛋白APAF1 和NOXA 就可以通过




































L-Histidine HCL monohydrate Sigma-Aldrich 
卡那霉素 Amresco 
氨苄青霉素 Amresco 
ONPG(4mg O–nitropheny-B-D-galactopyanoside) BBI 
各种限制性内切酶，Taq 酶，T4 连接酶，CIAP 酶 TAKARA 
各种 DNA 回收纯化提取试剂盒 东盛 
NaCl Amresco 
Tris Base Amresco 
二水乙二胺四乙酸二钠(EDTA) Sigma-Aldrich 





















十二烷基磺酸钠 (SDS) Sigma-Aldrich 
甘氨酸(Glycine) Amresco 
吐温-20 (Tween-20) Sigma-Aldrich 
甘油(Glycerol) Sigma-Aldrich 
β-巯基乙醇(β-Mercaptoethanol) Sigma-Aldrich 
溴酚兰(bromphenol bule)  Sigma-Aldrich 
过硫酸铵(ammonium persulfate) Sigma-Aldrich 
四甲基乙二胺(TEMED) Sigma-Aldrich 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce 
胰酶 (trypsin) Hyclone 
DMEM 培养基干粉  Gibco 
PEI Polysciences 
新生牛血清(New Bovine Serum) 四季青 
抗生素（10000 单位/ml 青霉素 10000 ug/ml 链霉素） Hyclone 
Annexin Ⅴ-PI 细胞凋亡试剂盒 Invitrogen 
噻唑蓝(MTT) Sigma-Aldrich 
Luminol Sigma A8511-5g 
p-coumaric acid sigma C9008-1G 
BCATM protein assay kit Thermo 
Anti-Actin antibody Sigma-Aldrich 
Anti-Flag antibody Sigma-Aldrich 
Anti-p53 antibody Santa-cruz 














Anti-HA antibody Santa-cruz 
Anti-USP4 antibody Santa-cruz 
Anti-HDAC2 antibody Protein tech 
Anti-Ac-K antibody CST 
Anti-Ac-K120-p53 antibody CST 
RNaseA(10mg/ml) Pierce 
Cell culture plate Corning 
PVDF Immobilon-P Transfer Membrane Millipore 
2.1.2 常用仪器 
生物安全柜（Baker Company 公司），CO2 培养箱（Thermo 公司），小型低
温高速离心机和台式离心机（德国 Eppendorf 公司），高速、超高速离心机（德
国 HERMLE 公司），超纯水系统（厦门锐思捷科学仪器有限公司），PCR 扩增仪
（美国 Bio-Rad 公司），实时荧光定量 PCR 仪（ROTEGENE 公司），DNA 电泳
仪（美国 Bio-Rad 公司），紫外透射反射分析仪（上海康华生化仪器制造厂），凝
胶成像系统（BIOSENS，上海金鹏分析仪器有限公司），超声波细胞破碎仪（上
海爱宝医疗公司），蛋白电泳装置（美国 Bio-Rad 公司），核酸蛋白分析仪（RS-232C 
型，德国 Eppendorf 公司），湿热高压灭菌锅 HVE-50（日本 Hirayama 公司），低
温卧式冰柜（青岛 Haier 公司），超低温冰箱（THERMO 公司），雪花制冰机（美
国 Grant 公司），细胞超净工作台（美国 Baker 公司），DU730 核酸蛋白检测仪（美




垂直混匀器（美国 Lab net 公司），电子天平（德国 Sartorius 公司），可加热磁力
搅拌器（德国 IKA 公司），微型台式真空泵和脱色摇床（海门其林贝尔公司），
电子天平 AL104（METTLER TOLEDO 公司），流式细胞仪 Coulter EPICS XL（美















2.2.1 质粒载体  
 
图 2.1 pCMV-HA 载体示意图 
Fig. 2.1 Map of pCMV-HA vector 
 
图 2.2 pCMV-Tag2 载体示意图 
Fig. 2.2 Map of pCMV-Tag2 vector 
pCMV 载体是真核细胞表达载体，主要用于在哺乳动物细胞中表达蛋白质。
含有 CMV 立即早期启动子(immediate early promoter)，能有效地启动由 MCS 插























图 2.3 pGEX 载体示意图 
Fig. 2.3 Map of pGEX vector 
pGEX 载体用于在大肠杆菌 BL21 细胞中表达 GST 融合蛋白，GST 标签可
以增加目的蛋白的溶解度，很便利地对目的蛋白进行表达、纯化和检测。融合蛋
白可以很方便地从细菌细胞裂解液中用 GlutathioneSepharose 等柱料吸附纯化。
pGEX 载体的特点：pGEX 载体带有一个 tac 起动子，可作诱导表达用；可以适
用于任何大肠杆菌；可以用温和的洗脱条件从亲和介质上洗脱下来，最大限度地
减少对抗原性的活性的损伤；具有 Prescission,thrombin 或 factor Xa proteinase 识
别位点，可以将目的蛋白从融合蛋白中切下来，图 2.3。 
 
图 2.4 pLL3.7 载体示意图 
Fig. 2.4 Map of pLL3.7 vector 



















该系统包含另外 3 个慢病毒包装质粒，图 2.4。 
2.2.2 大肠杆菌感受态细胞的制备 
a) 取少量菌种在 1%琼脂的无抗 LB 平板上划线，37℃过夜培养； 
b) 挑取单克隆至 250ml TB 培养基于 1L 挡板锥形瓶中培养，或者 125ml TB 培
养基中于 1L 锥形瓶中培养；（目前常用的菌株培养条件和时间如下：DH5α：
18℃，250-300rpm。由于温度较低，需要挑取单克隆至 5mlTB 培养基于 50ml
管中，先在 37℃培养至 0.5-1.0 OD600nm，再接种至 1L 锥形瓶中于 18℃培
养 20-30hs；BL21de3：37℃，250-300rpm，7-9h；Stable3：26℃，250-300rpm，
25-27h）Note：以下步骤请在冰上进行，TB 缓冲液请事先冷却至 4℃。 
c) 培养至 OD600nm达到 3-5，将培养物转移至灭过菌的 50ml 管中，2600g，5min
离心收菌； 
d) 弃上清，加入 TB 缓冲液手动重悬，此步骤可以剧烈摇晃，但不可使用涡旋
振荡器； 
e) 2600g，5min 离心，弃上清；加入适量 TB 缓冲液和 DMSO，使重悬后 OD600nm
为 5，DMSO 终浓度为 7%； 
f) 手动重悬，分装，100ul/1.5ml EP 管，置于冰上； 
g) 分装完一批后放入液氮中速冻 1-2min，液氮要没过所有 EP 管，转入其他容
器储于-80℃冰箱中； 
溶液配制： 
TB 培养基  TB 缓冲液（所有试剂请用进口）
蛋白胨 12g PIPES 10mM 
酵母提取物 24g CaCl2 15mM 
甘油 20ml KCl 250mM 














的 0.22µm 膜过滤的 50%葡萄糖和
1M 硫酸镁的混合溶液。 




2.2.3 DNA 转化 
从-70℃冰箱中取出感受态细胞，迅速融化，将 DNA 连接产物(8µl)或微量质
粒 DNA 与 100ul 感受态细胞混合，冰上放置 30-45min，随后于 42℃水浴热激
1min，热激后迅速放于冰上 2min。立即将混合物均匀涂布在含有质粒相应抗性
的抗生素（100µg/ml ampicillin，30µg/ml kanamycin）LB 平板上；或者加入 1ml
不含抗生素的 LB 培养液 37℃培养 1h，再离心收集细胞，重悬于 100µl LB 后再
涂与含抗生素的平板。涂布后 LB 平板倒置于 37℃温箱培养 16-18hs 后，便可挑
取菌落进行小规模质粒 DNA 提取和限制性内切酶酶切分析。 
 
2.2.4 质粒 DNA 的提取 
2.2.4.1 小规模质粒 DNA 的提取 
a) 挑取单菌落在 5-10ml LB 培养液中培养过夜 16-20hs； 
b) 培养液放入离心管中 12，000g 离心 1min，去上清； 
c) 在细菌沉淀中加入 250µl P1 溶液，振荡至彻底悬浮； 
d) 加入 250µl P2 溶液，立即温和颠倒离心管 5-10 次以混匀； 
e) 加入 350µl P3 溶液，立即温和颠倒离心管 5-10 次以混匀; 
f) 12，000g 离心 10min。将上清液小心移入吸附柱，离心 1min； 
g) 倒掉收集管中液体，在吸附柱中加入 500ul DNA 漂洗液，离心 1min。倒掉
收集管中液体，将吸附柱放入收集管，重复 1 遍； 
h) 离心 3min； 
i) 将吸附柱放入一个干净的 1.5ml 离心管中，在吸附膜中央加入 50µl Elution 
Buffer（或灭菌水），室温静置 1min 后，离心 1min。 
2.2.4.2 中规模质粒 DNA 的提取 
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